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研究成果の概要（和文）：急性白血病のテーラーメイド化学療法確立のために、従来の白血病治療のkey drugシタラビ
ンとは代謝経路が異なる新ヌクレオシドアナログ、クロファラビンの作用機序、耐性機序を解明しシタラビンとの差異
を検討した。クロファラビン耐性には、３つのトランスポーターと2つのキナーゼの低下による3リン酸体の低下ならび
に抗アポトーシスが関与した。一方、シタラビン耐性には１つのトランスポーターと１つのキナーゼの低下のみが関与
し、クロファラビンによる耐性克服が可能であった。3リン酸体、抗アポトーシスというクロファラビンの感受性規定
因子を用いた薬理学的見地による化学療法の個別化の可能性が強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：To establish pharmacologicaly-directed tailor-made chemotherapy for leukemia, the 
mechanisms of action and resistance of clofarabine were investigated using two newly developed clofarabine
-resistant leukemic cell lines. 
 The resistant cell lines exhibited reduced clofarabine triphosphate production due to decreased mRNA leve
ls of 3 cell membrane transporters and low protein levels of 2 kinases. The cell lines also showed increas
ed Bcl-2 protein levels, suggestive of antiapoptosis. A cytarabine-resisntant leukemic cell line that had 
been previously develped showed reduction in only one transporter and one kinase, and 1/10 reduced cytarab
ine triphosphate. This cell line still possessed the sensitivity to clofarabine, which was atttibutable to
 the capacity to produce clofarabine triphosphate.  
 Thus, pharmacologically-directed tailor-made chemotherapy will be established using surrogate markers (in
tracellular triphosphate production and Bcl-2 exression) to overcome resistance of leukemia.
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１．研究開始当初の背景 
急性骨髄性白血病(AML)の治療はヌクレオシ
ドアナログ シタラビンとアンソラサイクリ
ンの併用を核に様々に検討され発展した
(Shipley JL, Exp Hematol 2009)。しかしそ
の治療成績は 60 歳以下の若年成人ですら初
回寛解率 70－80％、5年生存率 40％で、驚く
べきことにここ 20 年ほとんど変わらない。
その理由は多くの症例が寛解後再発し治療
抵抗性となるためである。治療成績の画期的
進展の為には既存の抗腫瘍薬の耐性を克服
しうる新規薬剤の導入とその至適投与の確
立が不可欠である。 
我々は一貫して最重要の抗白血病薬 シタ

ラビンの白血病細胞における薬理学的耐性
機序・薬物動態を検討してきた。白血病細胞
内シタラビン活性体（シタラビン 3リン酸）
濃度、白血病細胞核 DNA 内転入シタラビン濃
度の微量定量法（Cancer Res 1996; Biochem 
Pharmacol 2005）を確立し、腫瘍細胞内・核
DNA 内薬物動態と治療効果の関連を明らかに
した(Cancer Sci 546 2001; Cancer Sci 975 
2001)。更にシタラビン感受性を規定する白
血病細胞の代謝酵素群をtumorous surrogate 
marker として同定し成果を臨床へ応用した
（Biochem Pharmacol 2009）。また白血病細
胞の細胞機能としてのDNA修復機能を利用し
て、シタラビンの DNA 合成期特異的効果を非
増殖分画に拡大する併用療法を提案した
(Clin Cancer Res, 2001; Mol Cancer Ther 
2002; Cancer Sci 567 2002; Cancer Sci 1334 
2002)。このように、腫瘍細胞の細胞機能特
性に基づき、シタラビンの感受性を治療前に
予測し、治療中の腫瘍細胞内の薬物濃度モニ
タリング（細胞内、核 DNA 内 TDM）により投
与量方法を至適化し、さらに薬理学的に相乗
作用を有する併用薬を用いることで白血病
治療のテーラーメイド化を推進してきた。 
クロファラビンはAML治療に期待される新

ヌクレオシドアナログで、シタラビン類似化
合物でありながら細胞内活性化経路が若干
異なることから、シタラビン耐性白血病にお
いて抗腫瘍活性を保持し耐性を克服しうる
ことが期待される。 
 
２．研究の目的 
AML のテーラーメイド化学療法確立のために
白血病細胞の細胞機能に基づいた薬物代謝
特性（機能薬理）により耐性克服を試みた。
本研究ではそのモデルとして、従来の AML 治
療のkey drug, シタラビンとは代謝経路が異
なる新ヌクレオシドアナログ、クロファラビ
ンの作用機序、耐性機序を解明した。そして
シタラビン耐性白血病においてクロファラ
ビンによる耐性克服を in vitro で検討した。
以上からクロファラビンの感受性を規定す
る薬理学的代替因子（tumorous surrogate 
marker）を同定し本薬による化学療法の個別
化を目指した。 
シタラビンとクロファラビンはいずれも

白血病細胞表面のトランスポーターにより
細胞内に転入されたのち細胞内でリン酸化
されそれぞれシタラビン 3リン酸、クロファ
ラビン 3 リン酸へと活性化される。これら 3
リン酸体の一部はヌクレオチダーゼにより
分解されるが一部は核 DNA 内に転入され DNA
鎖伸長を阻害し細胞増殖を阻止する。リン酸
化体は抗腫瘍効果の要であるが、2 薬の大き
な違いはシタラビンが細胞膜トランスポー
ターENT1 で転入され細胞質内デオキシシチ
ジンキナーゼによりリン酸化されるのに対
して、クロファラビンは細胞膜トランスポー
ターENTとCNT3で転入され細胞質デオキシシ
チジンキナーゼとミトコンドリアデオキシ
グアノシンキナーゼ双方によりリン酸化さ
れ、核 DNA 内だけでなくミトコンドリア DNA
内にも転入される点である（図１）。 
本研究で以下に焦点を絞り検討した。即ち、 

(1)当研究室で所有するシタラビン耐性培養
白血病細胞亜株においてクロファラビンが
克服しうる耐性機序を細胞機能としての薬
物代謝特性の面から解析した。 
(2)培養白血病細胞を用いてクロファラビン
耐性細胞亜株を樹立し耐性機序から本薬の
感 受 性 を 規 定 す る 薬 理 学 的 代 替 因 子
（tumorous surrogate marker）を同定した。 
 
３．研究の方法 
(1)クロファラビン耐性培養白血病細胞株の
樹立と耐性機序の解明 
培養白血病細胞HL-60を低濃度のクロファ

ラビンと共培養し薬剤存在下にても増殖し
うる耐性細胞を樹立した。耐性細胞亜株につ
いて耐性機序特異的な細胞機能を評価した。 
①細胞内クロファラビン 3リン酸の測定 
ヌクレオシドアナログの殺細胞効果の要

は薬剤の細胞内３リン酸化体である（図１）。
親株 HL-60、クロファラビン耐性亜株におい
て細胞内クロファラビン3リン酸生成を高速
液体クロマトグラフィ法により測定した。 
②クロファラビン代謝因子の同定 
クロファラビン３リン酸生成には細胞機

能として細胞膜表面のトランスポーター、リ
ン酸化酵素、不活化酵素、が関連する（図１）。
Real time RT-PCR 法、Western blot 法など
により発現レベルを定量した。 
③DNA 内薬剤転入と修復・アポトーシス経路 
本薬は最終的に核 DNA内に転入され DNA合

成を阻害する。放射性同位元素標識クロファ
ラビンを用いて核DNA内転入薬剤量を定量し
た。細胞死に直接関連するアポトーシス関連
タンパクレベルについても評価した。 
(2)クロファラビンのシタラビン耐性克服 
シタラビン耐性のメカニズムとしてリン

酸化酵素 dCK の低下、トランスポーターENT1
の減少、ヌクレオチド分解酵素cN-IIの亢進、
抗アポトーシスタンパクbcl-2の亢進などが
ある。シタラビン耐性亜株におけるクロファ
ラビンの感受性を検討し、クロファラビンの
surrogate markerが耐性株における感受性に
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合致するかについて解析した。 
 
４．研究成果 
(1)クロファラビン耐性細胞株の樹立 
①耐性度の検討 
クロファラビン耐性培養白血病株を2種類

樹立した。親株 HL-60 をクロファラビン 50％
増殖阻止濃度の 1/10 から添加し徐々に濃度
を上昇せしめた。その後 limiting dilution
法により２つの細胞を選択した。樹立した細
胞株の耐性度はそれぞれ20倍（HL/CAFdA20）、
80 倍（HL/CAFdA80）であった。シタラビンを
含む他の代謝拮抗薬とは交差耐性を有する
が、エトポシドやビンクリスチンとは交差耐
性を示さなかった（表１）。 
②クロファラビン代謝関連因子の検討 
細胞膜トランスポーターについて ENT1, 

ENT2, CNT3 の mRNA 発現が低下していた。２
つの耐性株（20 倍耐性、80 倍耐性）の親株
に比しての各トランスポーターの低下率は
53.9%/30.8% 、 41.8%/13.9% (P<0.01) 、
17.7%/7.9% (P<0.01)であった（図 2）。特に
CNT3 は親株でのクロファラビンの輸送に大
きく関与することを初めて示した。また、ク
ロファラビン細胞内リン酸化の律速酵素デ
オキシシチジンキナーゼ(dCK)、デオキシグ
アノシンキナーゼ(dGK)いずれにおいても
mRNA と蛋白発現が低下していた（図 3）。
Western Blot average density によるそれぞ
れの低下率は 20倍耐性細胞で 53.0% ,13.5%、
80 倍耐性細胞で 55.5%, 33.6%であった。 
③細胞内 3リン酸体生成量測定 
耐性細胞において細胞内クロファラビン 3

リン酸体産生の低下を認めた。すなわち、10 
μM クロファラビン投与4時間培養後の細胞
内3リン酸生成量はHL-60で63、 HL/CAFdA20
で 20、HL/CAFdA80 で 3 であった(いずれも単
位は pmol/107cells)（図１D）。 
④3H 標識クロファラビンの取り込み 
 3H標識クロファラビンを用いて細胞内分布
(細胞質、ミトコンドリア、細胞核)を検討し
た。耐性細胞株においては、どの分画におい
ても低下を認めた。さらに 3H 標識クロファラ
ビンの核ならびにミトコンドリアDNA内転入
を定量したところ同様に耐性細胞において
双方の分画にて低下していた。細胞内クロフ
ァラビン 3 リン酸、細胞質/ミトコンドリア
内薬剤分布、DNA 鎖薬剤転入量のいずれにお
いても 80 倍耐性細胞でより低下していた。 
⑤アポトーシス抵抗性の検討 
HL-60 ではクロファラビンによりミトコン

ドリア依存アポトーシスが生じたが耐性細
胞ではクロファラビンによるミトコンドリ
ア膜電位の低下が抑制されていた。Annexin V
法による検討で、耐性細胞ではクロファラビ
ンによるアポトーシス誘導に抵抗性であっ
た。すなわち、1 μM及び 10 μMクロファラ
ビン 72 時間培養後のアポトーシス割合は
HL60で 93.6%, 90.7%、20倍耐性細胞で 64.8%, 

77.0%、80 倍耐性細胞 1.5%, 77.9%であった。
さらに耐性細胞における抗アポトーシスに
ついてWestern blot法によりBcl2増強とBim
の低下が認められた（図 4）。 
⑥アポトーシス抵抗性の克服 
Bcl2 阻害薬ABT737単剤では白血病細胞に

は十分な効果がえられないが、クロファラビ
ンとの併用は相乗作用を示した。Bcl2 阻害薬
ABT737 とクロファラビンの併用による併用
効果を Combination Index として求めたとこ
ろ、親株細胞、x20, x80 両耐性細胞において
0.65、0.27、0.23 であり、耐性細胞において
より強い相乗効果が認められた。 
(2)クロファラビンによる耐性克服 
①シタラビン耐性細胞 
シ タ ラ ビ ン 耐 性 培 養 HL-60 亜 株

HL-60/ara-C 20 を用いた。シタラビンの 50％
増殖阻止濃度は HL-60 細胞、HL-60/ara-C60
細胞それぞれに 335 μM、5,300 μM であり
約 20 倍耐性であった。これに対してクロフ
ァラビンではそれぞれに 50 μM、320 μMと
約 6倍しか差がなかった。すなわち、シタラ
ビン高度耐性細胞はクロファラビンへの感
受性を残存していた。また HL-60/ara-C20 細
胞は HL-60細胞に比しシタラビンによるアポ
トーシス誘導に耐性であったがクロファラ
ビンによりアポトーシス死に誘導された。 
②クロファラビン代謝関連因子の検討 
シタラビン、クロファラビンの細胞内活性

化経路は類似であるが同一ではない。
HL-60/ara-C 20 において Western blot 法で
は細胞膜薬剤トランスポーターについては
シタラビンに関連する ENT1 の発現レベルの
みが低下しクロファラビンに関連する CNT3
は低下していなかった。またリン酸化酵素で
もシタラビンに関与するデオキシシチジン
キナーゼ(dCK)のみが低下しデオキシグアノ
シンキナーゼ(dGK)は低下しなかった（図 5）。 
③細胞内 3リン酸体生成量測定 
シタラビン 10 μM、6時間培養後のシタラ

ビン 3 リン酸生成量は HL-60/ara-C20 で
HL-60 に比し約 1/5 に減少していた。一方、
クロファラビン 10 μM、6時間培養後の細胞
内クロファラビン 3 リン酸生成量は
HL-60/ara-C20 で 27 pmol/107cells、HL-60
で 54 pmol/107cells と 50％の生成能を保持
していた（図 5）。図 1に示すようにクロファ
ラビン特異的な活性化経路が保持されてい
ることが3リン酸体生成能力ひいては殺細胞
効果の保持につながったと考えられた。 
(3)考察 
本研究において耐性度の異なる２つのク

ロファラビン耐性亜株を樹立した。薬剤転入
低下とリン酸化酵素減少による細胞内3リン
酸化活性体生成低下、そしてアポトーシス関
連タンパクの変化による抗アポトーシスが
主要な耐性機序として抽出された。クロファ
ラビン耐性細胞ではシタラビンも完全交叉
耐性を示した。一方クロファラビンの活性化
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にはシタラビンと異なり、hCNT3、デオキシ
グアノシンキナーゼが関与しシタラビン耐
性細胞ではこれらは全く intact でありクロ
ファラビンの感受性が保持されていた。 
このように白血病細胞の薬理学的な機能

特性に応じて薬剤の至適投与が考案される
ことが示唆された。とくに今回抽出された、
細胞膜トランスポーター、リン酸化酵素、各
薬剤の細胞内 3リン酸体生成量、アポトーシ
ス 関 連 タ ン パ ク は tumorous surrogate 
marker として薬剤感受性を規定する因子と
して抽出されたものと解釈される。今後の治
療抵抗性難治性白血病の克服にこのような
細胞機能特性に基づく薬剤選択によるテー
ラーメイド化学療法の実践がきわめて有用
である可能性が示唆された。 
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